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 本論文の構成は第 1 章  緒論，第 2 章  実験方法，第 3 章  結果と考察，第 4 章  
結言と展望から成る。  
 微生物は我々の生活に密接に関与しており，これらの微生物の機能や性質を知
るため，またその機能を利用するためには微生物の培養が必須となる。微生物 の
培養方法として，近年マイクロデバイスを用いた微小空間における培養が注目さ
れつつある。微細加工チップを用いた培養 では，固定した細胞をタイムラプス観
察することでシングルセルレベルでの遺伝子変異の出現頻度の解析や抗生物質耐
性試験，表現型の解析等が実施されてきた。また，区画化されたウェル あるいは，
微生物細胞と同じ幅の流路を持つデバイスが分離培養に利用されてきた。しかし
ながら，一度に数十〜数千程度の培養場しか用意できないため スループットの低
さが課題であった。微生物培養のハイスループット化として初めて提案されたの
はゲルドロップレットを用いた方法である。数十万〜数百万単位で作製できるゲ
ルドロップレットに環境微生物を封入することで様々な種類の微生物が獲得され
てきたものの，ゲル化プロセスが細胞の生存に与える影響やゲル環境が細胞の増
殖に与える影響を注意深く考慮する必要がある。そこで完全液相系である w at er -
in- oi l ドロップレットに着目した。 w at er - in -oi l ドロップレットとは，連続相であ
るオイル中に分散させた水滴（分散相）の ことであり，界面活性剤が一つ一つの
水滴を安定化させる。ドロップレット培養において連続相としてよく使用される
フッ素系オイルはガス溶解度が高いことから，気相を制御することで，メタンな
どの水に溶けにくいガスを必要とする微生物や嫌気性微生物 を培養できる。また，
ドロップレットの区画化効果により複数種の微生物を含むサンプルから単一種を
獲得できる。逆に複数種の微生物をドロップレットに封入することで細胞間相互
作用の解析が可能であり，さらにドロップレット内共培養は特定の微生物の増殖
を促進あるいは阻害する微生物のスクリーニングにも応用されている。以上のよ
うに培養空間の区画化やガス環境の制御等により，様々な環境微生物の培養に有
効であると期待される。しかしながら，ここで課題となるのが，微生物が増殖し
たドロップレットの検出である。濁度や散乱光等に基づく検出 では感度が低く，
ドロップレット内部に細胞が高密度に存在する必要がある。そこで高感度検出に
向く蛍光プローブに着目した。低分子の蛍光プローブとして よく使用されるレサ
ズリンは細胞の代謝活性に反応して蛍光を発する 。しかし，本蛍光色素はドロッ
プレット間を通過するため，増殖活性の有無に関わらず数時間でドロップレット
の蛍光強度が一様となり，増殖速度の遅い微生物を含む環境微生物の検出には不
向きである。本研究ではドロップレット間を通過しない蛍光核酸プローブの使用
を着想し，安定性の高い R N ase を検出対象とした。両端が蛍光分子で修飾された
短鎖 RNA か ら成 る蛍 光 RNA プロ ーブ は通 常 ， Fluo r es c en c e Re son an c e En er gy  
Tr an sf e r  (FRE T)  により消光しており， R Na se により切断されると蛍光を発する。
本蛍光 R NA プローブを微生物とともにドロップレット内に封入すると，微生物
が 増 殖 す る 過 程 で 産 生 さ れ る RN as e を 検 出 で き る 。 本 手 法 を “ F NAP -so rt  
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(F luo r es c en c e n u cl ei c a cid  p rob e in  dr opl et s  fo r  ba ct e ri al  so rt i ng )”と名付けた。  
 本研究では市販のドロップレット作製装置を使用して直径約 12 0 µ m のドロッ
プレットを作製した。連続相としてフッ素系界面活性剤 P ic o -su r f 1 を含むフッ素
系オイル Nov e c7 500 を使用した。ドロップレットの安定性を確認するためにドロ
ップレットのサイズを経時的に測定した結果，42 日後には多少サイズが小さくな
るものの，ドロップレット間でのサイズのばらつきは小さく，均一性は維持され
た。次にモデル純菌株を用いてドロップレット内での培養試験を行った。モデル
純菌株として Es ch er ic hia  col i ,  Ba ci l l us  su bt i l i s ,  Strep tom y c es  a ureof aci en s ,  および
Brad y rhi zob ium  j apo ni cum を使用した。各種微生物細胞をシングルセルレベルでド
ロップレットに封入し，経過観察を行ったところ，ドロップレッ ト内部での細胞
増殖が確認され，微生物の種ごとに増殖形態の違いが観察された。また顕微鏡観
察画像を用いてドロップレット内での細胞増殖を定量的に評価した結果， E .  co l i
の増殖は培養 5 .5 時間後から確認された。ドロップレット内での細胞増殖が確認
できたので，細胞増殖ドロップレットの分取を試みた。 セルソーターを用いるこ
とでドロップレットの高速な分取が可能となるが，一般的なセルソーターはシー
ス液として使用できる液体が制限されており，w at er - i n- oi l ドロップレットをその
まま使用できない。そこで，連続相として使用したオイルをシース液として利用
できるマイクロ流路式セルソーターを使用した。 まず対象物の密度を反映する側
方散乱光  (S id e  s ca t t er ,  SSC) の大きさに基づいて E.  co l i 封入ドロップレットの分
取を実施した。培養 5 時間後の SSC に基づく分取後には，空ドロップレットが
40%程度混在していた。培養 1 日後にも同様に SSC に基づいて分取した結果，8 5%
以上が微生物増殖ドロップレットとなった。ドロップレット内で細胞が高密度に
増殖すれば SSC を指標として精度よく分取できたが，培養初期の低密度のときに
は分取の精度が低かった。これを改善するために上述の蛍光を用いた高感度な手
法である F NAP -so rt を適用した。  
 FNAP -s ort の原理を実証するポジティブコントロールとして，蛍光 RNA プロー
ブと市販の RN as e  A を反応させ，ドロップレット内で R N ase 反応が進行するこ
と，および R N ase 活性を蛍光により検出できることを確かめた。本実験より，蛍
光 RNA プローブ  20 0 nM を使用して RN a se  A 50  f g /µ L (2 ,1 90 分子 /d ro pl et )  以上
が検出された。また， R N as e A とは異なる種類の R Na se やその他様々な分子も含
む微生物の培養上清と蛍光 R NA プローブを反応させた場合においても蛍光強度
の増大が確認できた。つぎに E.  col i と蛍光 R NA プローブをドロップレットに封
入して経過観察を行った。培養 4 時間後から蛍光強度が増大し始め，培養 18 時間
後には空ドロップレットと E .  co l i 増殖ドロップレットの蛍光強度ははっきりと
区別がついた。 E.  col i の増殖に関しては約 4 ,240 細胞以上を蛍光検出できること
が示唆された。同様に B .  sub t i l i s， S .  aureof a ci ens，および B.  ja po nic um に関して
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も蛍光 R NA プローブと一緒にドロップレットに封入したところ，培養日数に違
いはあるが，細胞が増殖したドロップレットの蛍光強度が増大し，空ドロップレ
ットと識別できた。セルソーターを用いて蛍光強度の高いドロップレットを分取
することで細胞増殖ドロップレットの分取精度を評価した。E .  co l i と蛍光 RNA プ
ローブを封入したドロップレットを 5 時間培養した後および 1 日培養した後に蛍
光強度の高いドロップレットを分取した結果，いずれも 99%以上のドロップレッ
ト内で細胞が増殖した様子が観察され， SSC を用いた分取よりも精度よく分取で
きることが確認された。また，B .  su bt i l i s，S.  a ureofa ci e ns，および B.  ja poni cu m に
FNAP - so rt を適用したところ、それぞれ培養時間は異なるものの，内部で増殖が
見られたドロップレットを濃縮できた。本実験では少なくとも 6 日間の培養後に
微生物増殖蛍光ドロップレットと空の非蛍光ドロップレットをはっきりと区別で
きた。さらに，分取後のドロップレット内に含まれる細胞の生存評価を行った。
LI VE/ DEA D 染色の結果から死菌は 0 .9 %程度しか含まれず，また，寒天培地に播
種したところコロニー形成が確認されたことから，細胞を生きたまま回収できた
ことが示された。  
 最後に環境サンプルとして土壌由来の微生物に対して F NAP -so r t を適用し，微
生物増殖の検出および分取を行った。 土壌微生物の培養効率を算出したところ，
ドロップレット培養では全細胞の 0 .06 %程度が培養可能であった。複合系である
土壌微生物に対して F NAP -so rt を実施した結果，分取後には 97 %程度が細胞増殖
ドロップレットとなり， SSC に基づく分取後の細胞増殖ドロップレットの割合が
88%程度だったことと比較すると，より高精度に微生物増殖ドロップレットを分
取できたことが示された。分取されたドロップレットの菌叢を解析した結果，培
養日数ごとに異なる菌叢が得られた。 特に培養 7 日後に分取されたドロップレッ
トにおいて，新規性が高いと予想される O pe ratio nal  Taxonomi c Unit（ OT U）が
他のサンプルと比較して高い割合で検出された。 また，培養 7 日後に得られた非
蛍光ドロップレットの菌叢は分取された蛍光ドロップレットの菌叢とは大きく異
なった。さらに，バルク培養で検出された菌叢と比較すると，ドロップレット培
養により得られた菌叢は多様であり， かつ菌叢の構成も異なったことからドロッ
プレット培養による区画化の効果も示された 。  
 以上，本論文では，ドロップレット内の細胞増殖を高感度に検出する手法とし
て RNa se 活性を指標とした FN AP - so rt を開発した。本手法により，ドロップレッ
ト内での微生物増殖をハイスループットに検出し，精度よく分取できることを示
した。今後，本技術は， RN as e 活性以外の酵素活性の検出や，抗生物質 等の特定
の分子を検出する手法等と組み合わせることで，環境中から様々な機能を持つ微
生物を探索する技術としてさらに発展することが期待される。
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